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学位論文内容の要旨
【緒言】加齢は様々な疾患の危険因子である。しかし、加齢に伴う健康状態の変化には個人差があ
り、暦年齢を用いて加齢度を正確に評価することは難しい。従って、暦年齢以外の指標を用いて、個
人ごとに加齢度を評価することが必要である。
近年の研究から、唾液中のエクソソームに microRNA が存在し、バイオマーカーとしての応用が可
能であることが分かってきた。また、microRNA は、ヒトの生理状態によってその発現量や種類が著明
に変化することが明らかとなった。従って、唾液中の microRNA が加齢度を反映した指標となる可能
性がある。しかし、唾液中の microRNA と加齢度との関連には不明な点が多い。そこで本研究では、
若年者と高齢者における唾液エクソソーム中 microRNA の発現を比較し、加齢度を示すバイオマーカ
ー（加齢マーカー）の特定とその有用性を検討した。
【方法】岡山大学歯学部学生、岡山大学大学院生（若年者群）および岡山大学病院予防歯科の受診患
者（高齢者群）のうち、比較的健康な者を対象として募集した。悪性腫瘍、糖尿病、慢性肺疾患、過
去 6 ヶ月以内における心筋梗塞または心不全の既往、腎不全、肝機能障害、認知症、免疫不全、自己
免疫疾患、現在の喫煙、妊娠、および重度歯周病を除外条件とした。その結果、若年者群 15 名（平均
年齢 22.8±2.6 歳）と高齢者群 13 名（平均年齢 67.1±8.9 歳）が分析対象となった。 
唾液は、吐き出し法を用いて採取した。その後、口腔内診査を行い、Probing pocket depth（PPD）、
Clinical attachment level（CAL）､Bleeding on probing（BOP）、および O’Leary の Plaque Control Record
（PCR）を評価した。 
唾液からは、Total Exosome Isolation Reagent（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を用いてエクソソーム
濃縮液を精製し、さらに Total Exosome RNA and Protein Isolation Kit（Invitrogen）を用いて total RNA を
抽出した。
若年者群と高齢者群の total RNA のプールサンプルを用いて、3D-Gene®（東レ、神奈川）による
microarray 解析を行った。Microarray 解析において若年者群と高齢者群との間で発現量比が 0.5 未満あ
るいは 2.0 を超え、かつ novel out degree（NOD）が 4 以上である microRNA を特定し、逆転写酵素ポリ
メラーゼ連鎖反応を用いて対象者毎に microRNA 発現量を測定した。 
統計分析では、2 群間の比較に Mann-Whitney U test、Chi-square test、Fischer’s exact test、もしくは
Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Test を用いた。また、microRNA 発現量を従属変数として、年
齢、唾液流量、平均 PPD、平均 CAL、BOP 割合を説明変数とした重回帰分析を行った。解析ソフトと
して、SPSS version 20（SPSS Inc., Chicago, IL, USA）を用いた。 
 
【結果】若年者群と高齢者群の 2 群比較において、性別、唾液流量、平均 PPD、平均 CAL、および
BOP 割合は、全て有意な差はなかった。一方、高齢者群の現在歯数と PCR は、若年者群よりも有意に
値が小さかった（P< 0.05）。 
Microarray 解析では、2555 種類の microRNA のうち、6 種類の唾液エクソソーム中 microRNA（miR-
24-3p、miR-371a-5p、miR-3175、miR-3162-5p、miR-671-5p、miR-4667-5p）が、若年者群と高齢者群の
2 群間で発現量比が 0.5 未満あるいは 2.0 を超え、かつ NOD が 4 以上であった。また、逆転写酵素ポ
リメラーゼ連鎖反応では、miR-24-3p のみ 2 群間で発現量に有意差を認め、高齢者群の値は若年者群よ
りも大きかった（P< 0.05）。 
重回帰分析の結果、高齢者群の miR-24-3p 発現量は、PPD と有意な正の相関（標準化回帰係数= 
0.55、P< 0.05）、そして唾液流量と有意な負の相関（標準化回帰係数=－0.47、P< 0.05）を示した。一
方、若年者群の miR-24-3p 発現量は、いずれの指標とも有意な相関はなかった。 
 
【考察】唾液エクソソーム中 miR-24-3p の発現量は、高齢者群の方が若年者群よりも高い値を示した。
このことは、唾液エクソソーム中 miR-24-3p が、高齢者において発現量が高くなるバイオマーカーであ
ることを示唆している。 
 一般的に、加齢に伴って歯周状態は悪化し、唾液流量は減少する傾向にある。すなわち、加齢度が
大きい人は、同じ暦年齢においても、歯周状態が悪く、かつ唾液流量も少ない傾向にあると考えられ
る。本研究において、高齢者群の miR-24-3p の発現量は、歯周状態と正の相関、また唾液流量と負の相
関をそれぞれ示した。同じ高齢者群の中でも、加齢度が大きい場合に、miR-24-3p の発現量が大きかっ
たと推測される。加齢度が大きい場合、加齢に伴う疾患が生じることが考えられるが、本研究のよう
な比較的健康な集団においても、加齢度の差があると思われる。すなわち、唾液エクソソーム中 miR-
24-3p の発現量の変化は、加齢に伴う疾患が生じていない集団においても、加齢度を反映する可能性が
ある。 
 一方、若年者群の miR-24-3p 発現量は、いずれの指標とも関連はなかった。若年者では、加齢度につ
いて個人差が小さいため、miR-24-3p 発現量との関連がなかったのかもしれない。 
  
【結論】唾液エクソソーム中 miR-24-3p は、加齢度を個人ごとに評価するバイオマーカーとして有用で
あることが示唆された。  
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本論文は，唾液中のエクソソームから抽出された microRNA の，加齢マーカーとしての有用性についての
重要な知見であり，唾液を用いた診断学の発展につながることが期待できる。従って，論文審査委員は一致
して本論文に博士（歯学）の学位論文としての価値を認める。 
